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摘要 : 以 淡色 库 蚁 Culex pipiens pallens 为 试 材 ， 初 步 进 行 了 典型 光 活化 杀 虫 剂 -ZEN CT) 的 电子 自 旋 共振 〈ESR) 分 析 ， 
并 研究 其 对 昆虫 保护 酶 系统 的 影响 。ESR 分 析 表 明 ， 近 紫外 光 和 药剂 cT 均 可 促进 活性 氧 自 由 基 浓 度 升 高 ， 且 两 者 具有 协 
同 关 系 ， 近 紫外 光 能 显著 促进 a-T 增加 自由 基 的 作用 ， 处 理 3h 时 试 虫 自由 基 总 浓度 增加 了 99.6 匈 。 近 紫外 光 和 药剂 oT 对 
保护 酶 系统 的 影响 随 酶 的 种 类 而 有 所 不 同 ， 但 在 近 紫 外 光 存 在 的 条 件 下 ，cT 对 超 氧 物 层 化 酶 《SOD)、 过 氧化 物 酶 〈《POD) 
MIAKA CAD 活体 活性 均 有 抑制 作用 ， 且 光照 3h 时 ， 抑 制作 用 最 强 。 

At: oH. 淡色 库 蚊 : ESR 自由 基 ; 酶 活性 ; 保护 酶 系统 
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ESR analysis of a photo-activated insectsicide and its effects on superoxide dis- 





mutase. peroxidase and catalase activity in Culex pipiens pallens 
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Abstract: Preliminary effects of o-terthienyl Co- T2; a typical photo-activated insecticide» on active oxygen radicals and 
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endogenous enzyme activity in the protective enzyme system of 4th instar Culex pipiens pallens larvae were studied by ESR 
analysis. The results indicated that both near ultraviolet radiation and a-T could enhance the amount of active oxygen rad- 
icals in 4th instar larvae of C. pipiens pallens» and the effect of o-T could also be increased by exposure to near ultravio- 
let radiation. The activity of superoxide dismutase (SOD), peroxidase (POD? and catalase CCAT2 in vivo could be in- 
hibited by a-T* maximal inhibition occurring after larvae had been exposed to near ultraviolet radiation for 3 hours» al- 
though the effects of such radiation and a-T on endogenous enzyme activity in the protective enzyme system varied between 
different enzymes. 
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光 活 化 农药 是 近年 发 展 起 来 的 一 类 高 效 、 低 
毒 、 廉 价 、 无 污染 的 新 型 农药 ， 有 人 冠 之 以 “绿色 
农药 ”的 美誉 《 马 金石 等 ，1999)。 光 活化 农药 具 
有 传统 农药 无 法 比拟 的 诸多 优点 ， 首 先 ， 它 能 在 目 
然 界 中 迅速 降解 ， 既 源 于 自然 ， 也 归于 上 自然， 因此 ， 
既 无 水 土 污染 之 虑 ， 也 无 食物 链 富 集 之 忧 《Heitz 
and Downum， 1987; Downum. 1995; 马 & 石 等 ， 
1999; 其 次 ， 具 有 较 好 的 选择 性 ， 对 非 轰 标 生 物 
的 毒性 低 ， 如 用 于 防治 地 中 海 实 蝇 的 根 皮 红 对 人 类 
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的 安全 性 是 马 拉 硫 磷 的 10 万 们 《Downum，1995); 
第 三 ， 抗 性 发 展 缓慢 或 与 传统 农药 无 交互 抗 性 ， 由 
于 光 活 化 农药 产生 的 活性 氧 在 细胞 上 的 生化 作用 位 
点 较 多 ， 害 虫 不 容易 产生 抗 药性 ， 同 时 也 正 是 这 种 
特殊 的 作用 方式 ， 决 定 了 它 与 传统 农药 之 间 不 会 产 
生 交 互 抗 性 《Downum，1995)。 此 外 ， 它 还 具有 高 
效 的 特点 ， 光 敏 物 质 如 染料 分 子 本 身 并 不 介入 毒性 
反应 ， 仅 仅 起 催化 剂 的 作用 ， 光 敏 剂 从 被 激发 到 单 
重 态 ， 最 后 回 到 基态 ， 大 约 只 要 10 ms 或 更 短 ， 一 
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个 光敏 剂 分 子 可 能 每 分 钟 产 生成 于 的 活性 氧 ， 可 以 
破坏 成 于 的 辑 标 分 子 ， 而 传统 农药 如 有 机 磷 杀 虫 
剂 , 每 一 分 子 仅 破 坏 一 个 鞭 标 分 子 《Downum; 
1995). 

BEI 25 [58 I FK ETE A RH P K% 
特征 性 次 生物 质 ， 对 多 种 传 病 蚊虫 、 线 虫 、 螨 类 
等 ， 都 具有 很 好 的 光 活 化 毒 杀 作 用 《 蒋 志 胜 等 ， 
2001)， 最 近 研 究 发 现 ， 有 的 甚至 还 具有 抗 HIV 的 
WEE. q-— MEE Co-TO 可 谓 其 典型 代表 CHeitz and 
Downum，19877。 例 如 ， 在 近 紫 外 光照 的 条 件 下 ， 
a-T 对 斑 须 按 蚊 Anopheles stephensi 4 龄 幼虫 的 LCa 为 
11 mg*L !， 黑 上 暗 时 则 为 154 mg*L 1!， 其 光 活 化 毒 
杀 活 性 提高 了 14 倍 〈Downum，1995)， 对 埃及 伊 蚊 
Aedes aegypti». FAEXBHBC A. albopictus FUBE ERE 
有 类 似 结果 (iang et al.» 2001). MAJ RRRI KIE 
杀 活 性 甚至 可 提高 4 333 ff (Heitz and Downum， 
1987)。 

保护 酶 系统 是 指 生物 细胞 中 能 够 清除 自由 基 的 
生物 酶 系统 ， 主 要 包括 超 氧 物 卜 化 酶 《SOD)、 过 
氧化 物 酶 〈POD) MIRAMAR CAD 等 ， 正 常 
情况 下 ， 细 胞 内 自由 基 的 产生 与 清除 是 在 SOD、 
POD 和 CAT 3 种 酶 协调 一 致 的 作用 下 进行 的 ， 处 于 
一 种 动态 平衡 之 中 ， 使 自由 基 维 持 在 一 个 低 水 平 ， 
从 而 防止 了 自由 基 毒 害 。 一 旦 这 种 平衡 被 破坏 ， 就 
可 能 产生 伤害 作用 。a-T 的 光 活 毒 杀 作 用 机 制 主要 
E [282625 Z3 (Heitz and Downum，1987; Jiang 
et al .，2001)， 活 性 氧 一 旦 产生 ， 就 通过 脂 质 过 氧 
化 等 表现 形式 对 鞭 标 膜 进行 破坏 〈 蒋 志 胜 等 ， 
2000; Jiang et al.，2001)， 直 至 昆虫 病变 死亡 。a-T 
也 有 了 工 型 的 光 活 毒 杀 作 用 (Jiang et al.，2001)。 

电子 自 旋 共 振 《ESR》 是 一 种 探测 样品 中 存在 
的 不 成 对 电子 的 波谱 实验 技术 。 生 物 样 品 中 的 不 成 
对 电子 主要 来 和 目 于 不 完全 化 学 键 合 的 目 由 基 ， 在 此 
情况 下 ， 生 物 样品 便 具 有 了 顺 磁 特性 ， 可 以 用 电子 
和 目 旋 共振 波谱 仪 探测 。 我 们 以 淡色 库 蚊 Culex pipi- 
ens pallens 为 试 材 ， 初 步 进行 了 典型 光 活 化 杀 虫 剂 
a- ZEK] ESR 分 析 ， 并 从 昆虫 保护 酶 系统 的 角度 
对 其 作用 机 理 进行 了 探讨 。 


1 材料 和 方法 
1.1 供 试 材料 


供 试 昆虫 : 淡色 库 蚊 系 室 内 长 期 累 代 饲养 的 敏 
感 品系 ， 无 光 活 化 药剂 接触 史 。 供 试 药剂 : a- 三 唆 








U3. Sigma 公司 产品 ， 纯 度 > 99%， 配 制 10 000 mg 
“LL :的 丙酮 母液 贮存 备用 。 
1.2 实验 方法 
1.2.1 处 理 方式 : 取 浓 度 为 1 000 mg*L :的 工作 溶 
液 800 pyL， 加 人 至 内 径 32 cm、 内 盛 2 000 mL RA A 
来 水 的 白 次 倪 中 ， 用 玻 棒 搅拌 混 色 ， 使 其 终 浓度 为 
40 ng*L !。 对 照 组 则 只 加 等 体积 溶剂 。 用 纱 网 向 
白 次 倪 内 接 入 一 定数 量 的 淡色 库 蚁 4 龄 幼虫 。 将 处 
理 试 虫 分 为 两 组 ， 一 组 经 近 紫 外 光 (3 Wine? 光照 
处 理 3 h 后 移入 养 虫 室 ， 另 一 组 则 不 经 光照 直接 置 
于 养 虫 室 ， 按 一 定时 间 间 隔 取 适 量 幼虫 用 于 测试 。 
1.2.2 昆虫 保护 酶 系统 活力 的 测定 : S REG S E 
4& (2000. 2001) 方法 。(1) 酶 源 的 制备 : E UE 
干 ， 加 入 一 定量 预 冷 的 1% 聚 乙烯 吡咯 烷 酮 (用 pH 
7.0、0.05 mol*L ! 磷 酸 缓冲 液 配制 而 成 ;， 在 冰 浴 
条 件 下 于 SDT-1810 型 高 速 组 织 匀 浆 机 研磨 句 浆 30 
~50 s，4 000 r/min 离心 20 min， 上 清 液 即 为 酶 提 
取 液 ，4% 贮 存 备 用 。(2) 超 氧 化 物 歧化 酶 《SOD) 
活性 测定 : 3 mL 反应 混合 液 中 含 50 mmol*L PR 
缓冲 液 《pH 7.00. 13 mmol*L PMAR, 75 pmol 
L'AE (NBT), 0.1 mmol*L 1! 乙 二 胶 四 乙酸 
(EDTA) 和 50 红 酶 液 ， 最 后 加 入 核 黄 素 ， 使 其 终 
浓度 为 6.0 pmol*L 1:， 置 两 文 40 W 日光 灯 管 下 进 
行 光化学 反应 ， 反 应 混合 液 距 离 光源 约 10 em». Ix 
应 温度 25 人 CC， 反 应 时 间 20 min， 用 黑暗 终止 反应 ， 
立即 在 560 nm 下 比 色 。 一 个 酶 活 单 位 相当 于 引起 3 
mL 反应 液 达 到 S50 狗 抑制 所 需 的 酶 量 。 

sop 离 体 活 力 测定 则 是 采用 空白 对 照 的 酶 源 ， 
先 与 药 液 混 匀 后 再 分 为 两 组 ， 一 组 用 近 紫 外 光 处 理 
10 min 后 进行 SOD 活力 测定 ， 另 一 组 则 直接 进行 
SOD 测试 ， 测 试 步骤 同上 。 每 处 理 重复 3 次 。 下 
Fle (D 过 氧化 物 酶 (POD》 活性 测定 : 3 mL 反应 
体系 中 含 100 mmol*L REIH CH 6.02. 30 
mmol*L ! EU SK. 26 mmol*L !H,O, 和 50 uL E& 
液 ， 室 温 条 件 下 反应 5 min， 立 即 在 470 nm 下 比 
色 ， 以 每 分 钟 光 密度 的 变化 值 表 示 酶 活性 大 小 ， 即 
以 人 Di/min* mg :各 白质 表示 。 C50 RAMAR 
CCAT) 活性 测定 : 5 mL 反应 混合 液 中 含有 50 mmol 
L :磷酸 缓冲 液 (pH 7.00. 8.0 mmol*L ! H,0, 和 
50 uL 酶 液 ， 在 温度 为 30 下 准确 反应 1 min， 加 入 
2 mL 1095 H,SO, 溶液 终止 反应 。 用 2.0 mmol*L : 
KMnO, 滴定 剩余 的 H,0,. RFE H,0, 的 消失 量 计算 
CAT 活性 。 
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1.2.3 &E e EGRE: 按照 Bradford (1976) 
法 进行 测定 ， 以 牛 血清 白 香 白 作 为 标准 符 白 。 
1.2.4 试 虫 自由 基 的 电子 自 旋 共振 〈ESR)， WA: 
(1) 测试 样品 的 制备 : 用 纱 网 自白 瓷 倪 内 措 起 一 定 
数量 的 幼虫 ， 用 吸水 纸 适 当 除 水 后 ， 小 心 快速 地 将 
活体 试 虫 轻 轻 治 入 内 径 约 3 mm、 长 180 mm 的 聚 乙 
烯 管内 ， 要 求 吸 管 无 色 透 明 ， 低 温 不 变形 、 不 脆 
有 裂 。 灌 虫 时 可 辅 以 吸 耳 球 ， 并 轻 敲 吸管 ， 尽 量 使 其 
夯实 。 试 虫 高 度 不 小 于 20 mm， 各 管 密度 一 致 。 标 
记 后 迅速 投入 液 氨 固定 ， 此 即 为 ESR 测试 样品 ， 
记录 样品 固定 前 后 的 重量 以 及 吸管 的 重量 。(2) M 
试 条 件 : 采用 ESP300 型 电子 顺 磁 共振 波谱 仪 〈 德 
E] Bruker 公司 》。 中 心 磁场 3 355 G， 扫 描 时 间 320 
s， 时 间 常 数 640 ms， 调 制 幅度 5 G ， 扫 描 宽 度 100 
G， 徽 波 功率 10 mW， 微 小 频 率 9.433 GHz， 放 大 倍 
45x10. 温度 - 196C， 按 上 述 条 件 绘制 ESR T 
图 ， 根 据 谱 图 得 出 相应 的 谱 线 线 宽 人 和信、 谱 线 高 度 
h 等 评价 指标 值 ， 按 下 式 计算 自由 基 总 浓度 ， 即 活 
性 氧 自由 基 总 浓度 C = AH. 


2 结果 与 讨论 


2.1 试 虫 活性 氧 自由 基 的 ESR 分 析 
以 谱 线 线 宽 信 万 、 谱 线 高 度 h 和 活性 氧 自 由 基 
总 浓度 C 等 几 方 面 为 评价 指标 分析 了 药剂 对 淡色 
库 蚊 4 龄 幼虫 活性 氧 目 由 基 的 影响 ， 结 果 见 表 1。 
结果 表明 ， 由 于 不 同 处 理 在 样品 重量 方面 存在 











一 定 差 异 ， 因 此 在 ER 谱 线 线 宽 和 高 度 上 也 没有 
明显 的 规律 性 变化 趋势 ， 但 自由 基 总 浓度 却 表现 出 
良好 的 规律 性 。 光 活化 杀 虫 剂 a-T 能 够 促进 试 虫 活 
性 氧 自由 基 总 浓度 的 升 高 ， 且 随处 理 时 间 的 延长 而 
逐渐 增加 ， 其 中 处 理 3 h 时 的 增幅 最 大 ， 高 达 
61.2%; 近 紫 外 光 光 照 本 身 也 具有 增加 虫 体 自由 基 
总 浓度 的 作用 ， 但 随处 理 时 间 的 延长 ， 其 增幅 逐渐 
减弱 。 若 光照 和 药剂 同时 使 用 ， 则 活性 氧 自 由 基 忆 
浓度 的 增幅 更 加 显著 ， 处理 3 h 时 试 虫 自由 基 总 浓 
度 的 增加 率 高 达 99.6%， 在 所 有 处 理 方式 中 最 高 。 
由 此 不 难看 出 ， 在 近 紫 外 光 光 照 下 ，auT 能 显著 增 
加 上 忠 体 活性 氧 自 由 基 浓 度 。 
2.2. 药剂 对 试 虫 保护 酶 系统 活性 的 影响 
2.2.1 对 SOD 活 性 的 影响 : 结果 表明 ， 在 Sh 范围 
内 ， 对 照 幼虫 SOD 活体 活性 几乎 没有 改变 ， 维 持 
在 相对 稳定 的 水 平 。 但 经 近 紫 外 光照 射 1h 时 ， 试 
R SOD 活性 显著 上 升 ， 后 有 所 下 降 。 随 着 时 间 的 
推移 ， 在 随后 的 2~5 bh 范围 内 ，SOD 活性 无 显著 
变化 (图 1: A)。 

药剂 处 理 后 ， 无 论 是 否 经 过 近 紫 外 光照 射 ， 在 
前 1h 之 内 ， 其 SOD 活性 表现 出 不 同 程度 的 增强 ， 
但 随后 则 所 有 处 理 组 包括 光照 处 理 的 对 照 组 ， 其 
SOD 活性 均 低 于 空白 对 照 。 且 SOD 最 低 活 性 出 现 
在 药剂 a-T 与 近 紫 外 光 同 时 处 理 的 第 3 h， 表 明 3 h 
是 药剂 在 近 紫 外 光 作 用 下 对 试 虫 SOD 活性 抑制 作 
用 最 强 的 处 理 时 间 。 











表 1 光 活 化 杀 虫 剂 影响 淡色 库 蚁 4 龄 幼虫 活性 氧 自 由 基 的 ESR 分 析 
Table 1 Effect of photo-activated insecticide on active oxygen radicals from 4th instar larvae of 
Culex pipiens pallens by ESR analysis 





处 理 方式 RE RE CAUD 高 度 a) E eo uds 
Treatment Weight (mg) Width (mm) Height (mm? slain p) uda) 
CK 239.6 201 568 2.71 x10 e» 
a-T 0.5 h 267.6 244 550 2.76 x 105 1.8 
a-T 1.5 h 240.8 198 600 2.96 x 105 9.2 
a-T 3.0 h 287.0 233 734 4.37 x 10 61.2 
CK UV I.S h 254.3 250 690 4.68 x 10 72.7 
CK4 UV3.0h 282.3 245 700 4.25 x 10 56.8 
c-T4 UV 1.5 h 250.6 248 712 5.02 x 10 85.3 
o-T - UV 3.0 h 267.3 220 811 5.41 x 10 99.6 
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图 1 cT 对 淡色 库 蚊 4 龄 幼虫 SOD CAD. POD (B) 和 CAT (C) 的 影响 
Fig.1 Effects of œT on SOD CA), POD (B) and CAT (C) activities in 4th instar larvae of Culex pipiens pallens 


2.2.2 对 POD 活性 的 影响 :在 Sh 范围 内 ， 近 繁 
外 光 处 理 初期 能 够 增强 对 照 幼 虫 POD 活体 活性 ，4 
~$h 后 ， 基 本 恢复 到 无 光照 时 的 对 照 水 平 。 药 剂 
处 理 后 ， 无 论 是 否 经 过 近 紫 外 光照 射 ， 其 POD 活 
体 活 性 均 表 现 出 不 同 程度 的 增强 ， 其 变化 趋势 因 药 
剂 和 处 理 时 间 的 不 同 而 有 所 不 同 。 与 近 和 紫外 光照 射 
相同 时 间 的 对 照 幼 虫 相 比 ， 在 第 2h 时 ， 药 剂 抑制 
POD 活体 活性 ， 最 低 POD 活性 出 现在 a-T 与 近 紫 外 
光 同 时 处 理 的 第 3h《 图 1: B, H3 h 的 光照 处 
理 时 间 是 药剂 在 近 业 外 光 作 用 下 对 试 虫 POD 活性 
抑制 作用 最 强 的 处 理 时 间 。 

2.2.3 对 CAT 活性 的 影响 : 图 1C 表示 药剂 对 淡色 
库 蚁 4 龄 幼虫 CAT 活体 活性 的 影响 。 结 果 表 明 ， 
经 近 紫 外 光 光 照 1h 时 ， 对 照 试 虫 CAT 活性 显著 上 
升 ， 后 逐渐 下 降 ， 且 随 着 时 间 的 推移 ， 在 随后 的 2 
~5h 范围 内 ，CAT 活 体 活性 无 显著 变化 ， 基 本 维 
持 在 一 个 相对 恒定 的 水 平 。 药 剂 处 理 后 ， 无 论 是 否 
经 过 近 紫 外 光照 射 ， 在 前 1h 之 内 ， 其 CAT 活 性 表 
现 出 不 同 程度 的 增强 ， 但 随后 则 所 有 处 理 组 包括 光 
照 处 理 的 对 照 组 ， 其 CAT 活性 均 低 于 空白 对 照 。 
而 且 最 低 CAT 活性 出 现在 药剂 与 近 紫 外 光 同 时 处 
理 的 第 3 h， 表 明 3 b 的 光照 处 理 时 间 是 药剂 在 近 
紫外 光 作 用 下 对 试 虫 CAT 活性 抑制 作用 最 强 的 处 
理 时 间 。 


3 讨论 
有 证 据 表明 ，uT 不 仅 在 水 溶性 介质 中 能 产生 


超 氧 自 由 基 (Kagan et al.，1988)， 在 昆虫 活体 内 
也 可 以 产生 超 氧 自由 基 CNivsarkar et al.，1992)， 








最 近 又 发 现 了 一 种 新 的 自由 基 ， 即 a-T 自由 基 
(CNivsatkar，1999)， 而 且 还 能 使 昆虫 超 氧 化 物 歧 化 
酶 失 活 ， 我 们 的 前 期 工作 也 证 实 了 这 一 点 〈 药 志 胜 
3, 2000: Jiang et al .，2001)。 本 文 的 结果 亦 与 之 
相符 。 

综 上 所 述 ， 由 SOD, POD 和 CAT 组 成 的 昆虫 
保护 酶 系统 的 活体 活性 均 可 被 典型 光 活 化 杀 虫 剂 a- 
T 所 抑制 ， 虫 体 产生 的 超 氧 阴离子 0， 等 活性 氧 就 
无 法 及 时 清除 ， 同 时 ， 又 由 于 在 近 紫 外 光照 射 下 ， 
acT 能 显著 增加 虫 体 活性 氧 自 由 基 浓 度 ， 使 得 昆虫 
自身 的 自由 基 产 生 与 清除 系统 被 严重 破坏 ， 从 而 导 
致 昆虫 正常 生理 功能 失衡 ， 严 重 时 直至 死亡 。 
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